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Interacao entre as proteinas do soro de leite e os carotenoides
majoritarios do caja: uma abordagem por docking molecular.
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INTRODUCAO:

Durante anos o soro de leite bovino foi considerado apenas um subproduto da cadeia de producéo de
queijos, entretanto com o acumulo do conhecimento cientifico, o elevado potencial tecnoldgico e bioldgico de
suas proteinas foi descoberto (Price, 2008; de Castro, et al., 2017). Em complemento ao potencial tecnolégico
e biol6gico das proteinas do soro de leite, esses biopolimeros também tém sido descritos por sua habilidade de
interagir e proteger compostos bioativos contra condi¢Ges adversas (Tavares et al., 2014). Tal propriedade tem
grande potencial de aplicacdo no desenvolvimento de alimentos formulados adicionados de compostos
bioativos, como os carotendides. Os carotendides sdo pigmentos naturais responsaveis pela manifestacdo das
cores amarela, laranja e vermelho em certos alimentos (Woodside et al., 2015). Sdo compostos bioativos que
apresentam atividade antioxidante devido as duplas ligagdes conjugadas em sua estrutura. Além disso, estes
compostos também apresentam potenciais efeitos benéficos a saude, dentre eles podemos citar a atividade pré-
vitamina A gue alguns carotenoides possuem (Stahl & Sies, 2003; Woodside et al., 2015).

Com o intuito de explorar as possibilidades de interacdo molecular entre as moléculas de interesse,
previamente a validacdo experimental, o presente estudo aplicou a técnica computacional de docking
molecular, buscando prever as melhores possibilidades de interagdo entre as proteinas do soro do leite bovino
e 0s trés principais carotenoides presentes na polpa do caja (Spondias mombin) (Trott & Olson, 2010).

METODOLOGIA:

O presente estudo foi realizado utilizando os seguintes softwares de uso aberto: Open Babel (J.
Cheminf. 2011, 3:33), AutoDockTools (Morris et al., 2009), AutoDockVina (Trott e Olson, 2010), PyMol
(Schradinger, 2015) e Discovery Studio (Biovia, 2017).

Inicialmente as estruturas proteicas utilizadas para as simula¢fes de docking molecular foram obtidas
através do Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/), sendo elas: B-lactoglobulina (PDB id: 3NPO), a-
lactoalbumina (PDB id: 1HFZ) e albumina do soro de leite bovino (BSA) (PDB id: 4F5S). Ja as estruturas dos
carotenoides foram obtidas no repositorio PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) sendo elas: luteina
(PubChem CID: 5281243), B-criptoxantina (PubChem CID: 5281235) e zeinoxantina (PubChem CID:
5281234).

Em seguida, foi realizada a convers&o dos arquivos para “.pdb” utilizando o Open Babel e os arquivos
foram tratados no AutoDockTools. Para as proteinas foi realizada a remocéo das moléculas de agua ligadas e
foram adicionados hidrogénios polares faltantes. J& os carotenoides tiveram suas tor¢des ativas travadas para
evitar a ocorréncia de isomerizacdo durante a simulagdo. O docking foi realizado por meio do software
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AutoDockVina, no qual se colocou um grid ao redor de toda a molécula de proteina para verificar em quais
pontos os carotenoides poderiam interagir. Com os resultados foi possivel obter o valor de afinidade calculada
de cada bindmio receptor-ligante. Esse pardmetro € um indicativo da energia de ligacdo entre as duas
moléculas, logo, conforme mais negativo for esse valor, maior a estabilidade da interagdo. A visualiza¢do dos
resultados obtidos foi feita utilizando dois softwares diferentes, o PyMol e o Discovery Studio.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O docking molecular ¢ uma ferramenta que apresenta muitas vantagens para a realizacdo de estudos
de interacdo de compostos, pois visa prever os mecanismos que ditariam as interagdes, propiciando a selecéo
de melhores condi¢Bes para posterior validacdo experimental. Como, neste estudo, foram realizados somente
os testes in silico, a comparagdo com o que ocorre experimentalmente foi possivel com a utilizagdo estudos
disponiveis na literatura sobre as interacGes entre as proteinas do soro do leite e outros carotendides.

B-lactoglobulina: esta é a proteina majoritaria do soro de leite bovino, apresenta em sua estrutura uma
cavidade de carater hidrofébico, que influencia positivamente sua interacdo com moléculas de carater
hidrofobico, permitindo sua encapsulacéo (Deeth & Bansal, 2018; (Dima) et. al., 2018). A Figura 1 apresenta
a representacdo tridimensional do sitio mais favordvel para o docking entre a B-lactoglobulina e a -
criptoxantina, entre a B-lactoglobulina e a luteina e entre a B-lactoglobulina e a zeinoxantina.

Figura 1: Representacdo 3D do principal sitio de interagdo entre B-lactoglobulina e B-criptoxantina, B-lactoglobulina e
luteina e B-lactoglobulina e zeinoxantina (da esquerda para a direita). Visualizacdo: Discovery Studio.

E observado que a regido apontada como mais provavel de interacio entre os carotenoides e a proteina
ndo ocorre exatamente no interior do seu calyx, como seria possivel supor (Morales et. al., 2021). Os trés os
sitios mais provaveis de interagdo entre a proteina e os trés diferentes carotenoides sdo bastante préximos,
provalmente devido a similaridade estrutural entre eles (Allahdad et. al. 2019 e Couto 2021).

Avaliando a afinidade da ligagdo obtida na simulagdo, valores foram de -10kcal/mol para a f-
criptoxantina, -9,5kcal/mol para a luteina e -8,8kcal/mol para a zeinoxantina. E observado que a afinidade da
luteina e da zeinoxantina com a B-lactoglobulina foram inferiores, apesar de préximas, a da B-criptoxantina, o
que indica que dentre os trés ligantes, este Ultimo pode ser uma boa op¢do a ser avaliada experimentalmente.
Entretanto, alguns pardmetros importantes para a interacdo experimental entre 0s compostos ndo sdo
considerados no docking realizado, como temperatura, pH e interacbes com outros compostos, de forma que a
ocorréncia de divergéncias entre os dados apresentados e 0s obtidos experimentalmente pode ser esperada.

a-lactoalbumina: esta é a segunda proteina mais abundante no soro de leite bovino, ela apresenta uma
estrutura globular compacta, com uma pequena bolsa hidrofébica, e é estabilizada pela presenca de um ion
calcio (forma holo). Segundo estudos, essa proteina também apresenta a capacidade de interagir com
compostos bioativos de carater hidrofébico, um exemplo disso € o estudo feito por Delavari et. al. (2015), que

XXIX Congresso de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP — 2021 2



descreve a interacdo desta proteina com a vitamina D3. A Figura 2 apresenta a representacdo tridimensional
do principal sitio de interacdo apontado para o docking entre a a-lactoalbumina e a B-criptoxantina, o-
lactoalbumina e luteina e a-lactoalbumina e zeinoxantina.

Figura 2: Representacdo 3D do principal sitio de interagdo entre a-lactoalbumina e B-criptoxantina, a-lactoalbumina e
luteina e a-lactoalbumina e zeinoxantina (da esquerda para a direita). Visualizacdo: Discovery Studio.

Nesta representa¢ao ¢ possivel observar que assim como para a B-lactoglobulina, os trés diferentes
ligantes se concentraram em uma mesma regido da proteina (sitio de maior afinidade), sendo essa a regido
reportada por seu carater hidrofébico da molécula (Delavari et. al. 2015). Observando a afinidade calculada
para cada um compostos com a a-lactoalbumina, tem-se -8,9kcal/mol para a 3-criptoxantina, -9,6kcal/mol para
a luteina e -10kcal/mol para a zeinoxantina. Este comportamento, que se difere do observado para a B-
lactoglobulina, e corrobora a dependéncia da natureza e estrutura proteica em sua afinidade de ligagdo com
outras moléculas.

BSA: A albumina do soro de leite bovino (BSA) é uma das proteinas presentes no soro de leite mais
utilizadas em estudos de interacdo com compostos bioativos. A BSA apresenta em sua estrutura dois residuos
de triptofano e trés dominios helicoidais que garantem sitios ativos altamente utilizados em interagdes (Wang
et. al., 2016). A Figura 3 apresenta a representacdo tridimensional do principal sitio de interacdo apontado para
o docking molecular entre a BSA e a B-criptoxantina, a BSA e a luteina e a BSA e a zeinoxantina.

Figura 3: Representacdo 3D do principal sitio de interacdo entre BSA e B-criptoxantina, BSA e luteina e BSA e
zeinoxantina (da esquerda para a direita). Visualizacdo: Discovery Studio.

Pode-se observar que os sitios preferencias de interacdo entre a BSA e os trés ligantes estudados se
diferem entre si. Como a BSA é uma proteina maior (66 kDa), ela apresenta uma maior distribuigdo de zonas
de caréater hidrofobico, comparativamente as duas outras proteinas estudadas (Zhang et. al., 2017). Paiva et. al.
(2020) ao estudar a interacdo entre luteina e BSA verificou que as interacdes hidrofébicas sdo as principais
envolvidas na ligagdo entre essas moléculas. Com os principais sitios de interagdo entre a BSA e 0s trés
carotenoides apresentando afinidades calculadas de -9,5kcal/mol para a B-criptoxantina, -9,2kcal/mol para a
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luteina e -9,4kcal/mol para a zeinoxantina, espera-se que todos os ligantes tenham estabilidade de interacdo
similares com a proteina experimentalmente.

CONCLUSOES:

Observou-se que diversas conclusdes obtidas pelas simulagdes de interagdo encontram suporte em
resultados disponiveis na literatura obtidos experimentalmente. A realizacdo de testes in silico para prever as
interacfes mais vantajosas em cada bindmio receptor-ligante sdo uma 6tima opcao de testes preliminares a
serem realizados, pois ndo hd 0 mesmo gasto com materiais, equipamentos e energia que os testes em bancada
exigem. E notdrio que a realizacio do docking molecular n&o permite elucidar, por si s6, os mecanismos de
interacdo entre proteinas e compostos bioativos. Neste sentido, complementagdo dos resultados pela realizagdo
de experimentos em laboratdrio € importante para aumentar a confianga nos mecanismos propostos.
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